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【要約】

n-ヘキサデカンの変異原性の有無について、細菌を用いる復矯変異試援を実施

することにより検討した。

検定菌として、 Salmon.eLLatyがn11lU.γiumTAIOQ， TA153Ss TA98， TA1537および

Escheγichia coLi WP2ωγAを用い、直接試験および代謝活性化試験のいずれも、

用量設定試験は 50"'5000pgグレートの用量で、本試験は 312.5"'5000pg/プレートの

用量で試験を行った。

その結果、 2函の本試験とも、用いた5種類の検定菌について、いずれの用量で

も復帰変異コロニー数の増加が認められなかったことから、 n-ヘキサデカンは、

用いた試験系において変異原性を有しない(陰性)と判定された。



【緒言】

OECD既存化学物質安全性点検に係わる毒性調査事業の一環として、日本が独

自に選定した既存化学物質の lつである、 n-ヘキサデカンについて、細菌を用い

る復帰変異試験をプレート法により実施した。

この試験は、ザルモネラ(ネズミチフス菌)におけるヒスチジン要求性から非要

求性への復帰変異、ならびに大腸菌におけるトリプトファン要求怪から非要求性へ

の復'馬変異を指標とした変異康の検出系であるo

試験l之、被験物質をそのまま検定曹に作用させる直接試験と、晴乳動物のもつ薬

物代謝酵素 (S9混液)によって産生される被験物質の代謝物の変異原性を試験す

る代謝活性化試験とからなっている。

本試竣は、 「新規化学物質に係る試験の方法についてJ (昭和62年3月31目、環

保業第 237号、薬発第 306号、 62基局第 303号)およびOECD化学品試験法ガイドラ

イン:471， 472に準拠し、化学物質GLP(昭和59年3月318，環保業第39号1 薬発

第229号， 59基局第85号，改訂昭和63年11月188，環企研第 233号，衛生第38号， 63 

基局第 823号)に基づいて実施した。



(検定菌)

【材料および試験方法】

SalmÐne~ la tyPhimu.γium TAI00 
SaLmaneLLa tyPhimuγium TA1535 
Escheγichia coLi WP2ωγA 
SaLmoneiia tyPhimuγium TA98 
SaLmoneL ta tyがtimu.γiumTA1537 

s. ty合himuγiumの4菌株は1975年10月31自にアメリカ合衆国、
から分与を受けた。

E. coL i WP2ωrA株は1979年5月9自に

分与を受けた。

検定菌は、 -80.c以下で凍結保存した。

から

試験に際して、 0.5%塩化ナトリウム添加ニュートリエントプロス (Di fco)を入

れたL字型試験管に種奮を接種し、 37.c、10時間往復援とう培養したものを検定菌

液とした。

(被験物質〕

nーヘキサデカン (CASNo. 544・76-3、以下n-HDと略)は、分子量 226.45、

比重 0.77、沸点 287.c、無色透明の液体である。純度 99.8%のもの(ロット番号:

:)を から供与された。被援

物質は、使用時まで室温で遮光して保存した。

n-HDは、アセトン(ロット番号:ECP 7706、和光純薬)を用いて 50mg/mi， 

になるように調製した後、同溶媒で更に公比2ないし3で希釈したものを、速やか

に試験に用いた。

試験の開始に先立って、秦野研究所においてn-HDのアセトン溶液中での安定

性試駿を行った。安定性試験における溶撲が当研究所で実施される、培養細胞を用

いる染色体異常試験と共通なことから、両試験における最高濃度 (200mg/m9..)お
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よぴ最低護度 (3.15!If;/mi.)の2濃度について室温、遮光条件下で実施した。その

結果、調製後3時間における各3サンプルの平均含量は、それぞれ初期値の平均

(0時間)に対して、 105および 98.2%であった。これらの値は、当研究所の標準

操作手蹟書の基準(初回の測定平均値の 90%以上)を溝たしていた (.~ppendi :< 1)。

また、本試験に用いた調製検体について、含量測定試験を行った結果、 50mg/mP， 

溶液については、 91.1-"93.9%、3.125 mg/11Ii溶液については、 104-.，107%の回収

率が得られた。これらの値も、当研究所の標準操作手!質書の基準(平均含量は添加

霊の 85%以上)を潰たしていた (Appendi x 2)。

以上の結果から、 n-HDはアセトン溶液中では安定であり、また調製液中の被

験物質の含量は所定の健の範囲内にあることが確認された。

(陽性対照物質)

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりである。

AF・2:フリルフラマイド (上野製薬鱒 ロット番号 46，
Si¥ :アジ化ナトリウム (和光純薬工業側 Eヴト番号 TLN5556，
9-AA : 9-アミノアクリジン (東京化成工業側 ロット番号 AM01， 
2-AA : 2-アミノアントラセン(和光純薬工業側 rr.，ト番号 EDE7881，

純度99.9%)
純度>90%)
純度>98%)
純度>90%)

AF-2， 9・AA，2・AAは DMSO(和光純薬工業鱒 ロット DSL5887および ECJ7001)に、

SAは蒸留水に溶解して試験に用いた。

(培地および S9混液の組成)

1 ) トップアガー (TA菌採用)

下記の水溶液 (A)および (B)を容量比 10:1の割合で混合した。
本

(1¥) J¥クト・7か (Difco) 0.6% (B) レヒヌ子力 0.5 mM 

塩化ナトリウム 0.5% ビオチ〉 0.5 mM 

本: WP2用には、 0.5mMレトリプトファン水溶液を用いた。
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2)合成培地

培地は、日清製粉株式会社製の最少寒天培地(用量設定試験ではロット番

号:DJ050GG、1991年7月98製造、本試験ではロット番号:DJ060IG、1991

年9月38製造)を用いた。なお、培地1k!あたりの組成は下記のとおりで

ある。

硫酸マグネシウム・7水和物 0.2g わ酸水素わモニウムナトリウム・4水和物 3.5g 

クヱン酸.1水和物 2 g グ!日ーヌ 20g 

tJ")酸水素こかけb. 10 g ハクト・アガー (Difco) 15 g 

径 90u のシャーレ l枚あたり 30mlを流して固めである。

3) S9混液(l111i中下記の成分を含む)
市司a

S9 0.1 mi NADH 4 .ttmole 

塩化マグネシウム 8μmole NADPH 4μmole 

塩化幻弘 33ρmole 0.211リン酸緩衝液
(pH 7.4) 0.5 m2， 

グJ~コース・ 6 1}ン酸 5μmole 

制:7週齢の Sprague-Dawley系雄ラットをフェノパルどタール(PB)およ
ぴ5、6・ベシゾフラボン(BF)の併用投与で酵素誘導して作製した S9
(キッコーマン側、用量設定試験ではロット番号 RAA-254、1991年5
月23日製造、本試験ではロット番号 RAA-258、1991年8月23日製造)
を用いた。 PBおよびBFの投与量は 1日目 PB30 mg/kg、2日目 PB
60mg/kg、3日目 PB60 mg/kgおよび BF80 mg/句、 4日目 PB60 
mg/kgであり、いずれも腹腔内投与したものである。

(試験方法〕

プレート法により直接試験および代謝活性化試験を行った。

小試験管中にトップアガー2mi、被験物質調製液 0.1mi、リン酸緩衝液 0.5mi 

(代謝活性化試験においては S9混液 0.5mi)、検定菌液 0.1mR.を混合したのち
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合成培地平板上に流して固めた。また、対照群として被験物質調製液の代わりにア

セトン、または数種の陽性対照物質溶液を用いた。各検定菌ごとの陽性対照物質の

名祢および用量は表中に示した。培養は37'tで48時間行い、生じた復帰変異コロニ

ー数を算定した。用いた平板は用量設定試験においては、陰性および陽性対照群で

は3枚ずつ、各用量についてはl枚ずっとした。また、本試験においては両対照若手

および各用量につき、 3枚ずつを用い、それぞれその平均値と標準偏差を求めた。

用量設定試験は1回、本試験は同一用量について2回実施し、再現性の確認を行っ

た。

〔判定基準)

被験物質を含有する平板上における復帰変異コロニー数が、陰性対照のそれに比

べて2倍以上に増加し、かっ、その増加に再現性あるいは用量依存性が認められた

場合に、当該被験物質は本試験系において変異原性を有する(陽性)と判定するこ

ととした。
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【試験結果および考案】

試験の全過程を通して、信頼性に悪影響を及ぼすおそれのある予期し得なかった

事態および試験計画書からの逸脱はなかった。

(用量設定試験)

結果を表1~こ示した。 50"'5000 pg/ブトトの範囲で試殺を実施したところ、すべ

ての検定薗の直接試験および代謝活性化試験において抗菌性は認められなかった。

なお、直接試験、代謝活性化試験のいずれにおいても、 1500pg/ブトト以上の用

量で寒天表面に後験物質由来の沈澱が認められた。

したがって、本試験における最高用量を、すべての菌種で、直接試験および代謝

活性化試験ともに 5000p:g/アトトとし、公比2で5用量を設定することとした。

(本試験〕

結果を表2、3~こ示した。 n-HDについて、 312.5-'5000 pg/プレートの範囲で試

験を実施した。 2図の試験を通して、用いた5種類の検定菌の宣接試験、代謝活性

化試験のいずれにおいても、用量依存性のある変異コロニー数の増加は認められな

かった。また、すべての菌種において抗菌性は認められなかった。なお、直接試致、

代謝活性化試験のいずれにおいても、 2500pglプレート以上の用量で、寒天表面に被

験物質由来の沈澱が認められた。

n-HDについて実施した試験において、陽性対照群では、いずれの検定菌にお

いても変異コロニー数の増加が認められ、陰性対照群とも、計測された変異コロニ

ー数ばヒストリカルコントロール値の範囲内であったことから、本試験に用いた各

検定菌の感受性および各陽性対照物質の変異原活性についての安定性が確認された。
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以上の結果に基づき、 n-HDは、用いた試験系において変異原性を有しないも

の(陰性)と判定した。
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縄鰍質:~サテ苅ン
用量設定試験結果表

M-9 i-118 

検 体 s9tix 復 帰 変 異 コロニー数/プレート
ー『

物 質 温 度 の 塩 基 対 置 a員 愛 フレームシフト型

加1f'A，-ト)有鰐 TAlω TAl535 ftNrA TA鎚 TAlぽ7

溶 媒¥ 162 l柑 l14岱5) 9 (国 1土6 114 @ 18(151± 7 111 a 29(191土9 L17 D 16 ( 11主10 ー

47 6) 対 照 ( 147 :t 

却 ー 121 14 泊 28 14 

l!i) ー 129 8 25 'll 8 

制 ー 124 18 26 18 9 

検 体 1500 ー 1M 16 17 15 6 

獄却 ー 113 9 11 15 7 

溶 媒

I~ ~ 弱 U13.8 1} 9 (101± 0 tlo a 10 (出 124 4J 釘(323土5 434 G 8 (131士9 
+ 

113 B 対 照 ( 110主

羽 + 119 12 16 淘 13 

l却 + 138 u 辺 40 9 

別 + 13) 16 16 40 11 

検 体 ~ + 135 15 10 2 9 

制加 + l伺 s L5 24 凶

湖以を
名 称

樋 必要と 温度 (118/升Fト)
H宅乱01 SA 0.5 A陀0.01 AF2 0.1 S4A80 

しないも

コ之 釘3(BS餓± 回仏5S 188(2UU土5 m aη lg1(16917± 9 745(?昭7M± 性 の i鎚9.5) 7却訂.0) 釘9)包邸Sm±8 却邸3.3) 

対 S割以を
名 称

必要と 温度 ("/1t!ート)
泊A1 ~2 泊A10 泊A0.5 泊A2 

招 するもの

Jf芝卜 揃 'M1 173(lg}15土1 l1割L心8iZ12 心 邸(陶邸土 m as 148(1691m 土 217L3 η 177(17418± 4 161 {凶2:t
11. B) 



表 2
語.. 慣:n-へキサテ切ン

復帰変異試験結果表 I
M-9 1-1 76 

ー
検 体 s9tix 復 婦 変 異 コロニー裁/7"t.-ート

一物 質 漫 度 の 塩 基 対 置 換 型 フレームシフト型
ー

加川~) 有鰻 TAlω 1Al日5 姫宮wrA TA98 TAl日7

溶 煤¥ 119 鵠 11a34 o 12 ( 15 土悶 a13 a 笥( l) 認土 お4心
2s 
(313土8 a31 o) 10 (92 

ー

0.6) 対 照 ( 117 Z 

312. 5 ー 1Zl 101 113a4 71 ロ 13 M L9 お(却3土3 3a1 6) 
21 
( 21 調土 2 1.0) 

8 
( 8土9 8 ( 1国土 ( 12土 0.6) 

邸 ー 144 116 
1i4n a 19 (16i土8 

11 
お(28お± 208 .的

33 
(293土1 2ι4 ?) 11 (101± 0 1.5) れ却主 ι心

125) 司

155(13912± 2 i14&a 5} 11+  8 a13 g 28(泊m土 ZL7 O) 宮1( 38 泊土 3L7 2) 7 ( B土7 10 ( 11 1.η 

検 体 羽目。 ー l28 (13S1S ± n13.1 a m (11土10 Ll3 7) 28(344土2 73 .1) 2 (羽土18 乙19l} 9 ( 9土8 1L0 O) 
現∞ ー 153(13912土3 i立m幼 14{141土3 014 .a 32(221土8 ala η 15 (泊 2土4 2ι1 a 7 { 8土9 L7 2} 

溶 媒¥ 131 {13613土9 13'ι? a 25( 由白主 116 9 m(淘 g土 4S 0} 47 (424土4 3t4 8) 14 (ロ±13 + 
乙96} 対 国

312.5 + 123 ( 1251~土6 11a16 o 凶(17土14 Z18 6} 3O( 29 泊土 3L0 a 笥(313土2 134 6) 10 (g  J LiO T〕
箇 + l34 122 

( 119土 li低6.2) a(22± 3 おL2) 28( 沼泊土 0沼.6) 
44 
(383士1 4a0 7) 9 (81土1 ι3 2) 

1250 + 128( 12i1位土 i1却5.S) 16(161土9 1U 9 34(31n 土 a認a 
34 
(お3土2 319 6) 11 ( 13土16 Z12 6) 

倹 体 忽瑚 + 155{13811土9 1l3&g 的 17 ( 17 
加
土 au s 

34 
{ 笛却土

認
ι2) 
お
(353± 
5 羽
乙5) 
3 
(81之
0 ι12 7) 

部lO + lm(12912土
2 i1a18 η 

18 
{181± 
9 1L6 
S 
'!T 
( 2( 
泊
土
酒
乱@ 
46 48 お 18 n 10 
( 42土 8.1) ( 17土 6. 6) 

名 称
S割以を

A陀 0.01 SA 0.5 雌宅 0.01 凱A伺AF2 0.1 
踊 必要と 温度 (nl1¥rト)

しないも

コ立ト
凶
(6Z1町土
1 邸
21.ω 
釘
B(zn訂±
0 宮
ι
抱

a 
134(11912 
± 性 の i1∞ 7.2) 

日立
(648
問
± 
白
l74.a 
却7
位7
印訂訂土 お
l
お訂
.5) 

対 S91ixを
名 称

必要と 温度 (OI/1tt-ト)
払A1 制A2 加A10 2M 0.5 2M2 

昭 するもの

コ之 7Z774 
.a 

官1(初・砲
土

i回
(182la土
} l舗
3.5) 即(551日土

2 
釘
gn
.心
as 羽6 初06.8} 175(195羽主

5 加
17.40) (却6:t



之お煩:n-岬サデカン
復帰変異試験結果表 E

M-9 1-1 78 

検 体 S副U 復 燭 変 異 コロム-IV'フv-ト

|物 質 温 度 の 温 基 対 置 換 型 フレームシフト型

加川rH有無 TAlOO TAl535 ftNrA TA鑓 TA1日7

溶 謀¥ 146(16118土1 11官4.5) 19 (31 主げ 混乱5) 
12 
(回 1土2 01.2 0} 21 沼+ 丘お1) 

11 (g1土0 
『 7 

対 照 (お 乙1)

31乙5 ー l回(13S1釘土 2118 .6} 8(111主4 111 0) 181+ 4 Z16 O) 31 'll 十 乙お@ 
7 
(62 

4 
( 16 (怨 L5) 

邸 ー 141 M2711± 6 112a3 g 10 (131± 0 418 0 24(16U ± a12 g 18m  + 羽L2) 3 (4± 4 04 .8) ( 19 

1250 ー 140(13913± 2 14&4 l} U{11土7 113 9 lI+  8 L8 η 22 加 2L2 2) 4 (72 aii s) ( 9 ( 21土

検 体 街路 ー U1 (14317土4 忽134.8 11 ( 14土? 丘178J 
8 (151± 8 t19 i) 2(191土7 乙195) 5 ( 8 ~ 2.5) 

加∞ ー 118 
(mll“ 土 1i泊3.0) 11 10 土 U LO} 8(11土9 4時心 10{13± 15 之13司 7 ( 6土6 06 .a ( 11 

溶 媒

¥ + 172(14513± 6 21濁ιa 14 ( 17 路土 a22 o 17 (16± 14 Lロ・n 48 (454土3 z45 g 9 ( 8土5 乙93)i| 対 照

312.5 + 1国( 142l箔土 iuat s} 14 (141土8 410 0} 21 (却 1主6 a19 g 岱(お土18 72 .9 12 ( 9土8 ZT S) 

邸 + 141 {lm14主1 116a9 a 臼{111土3 2.9) 
11 {141主4 317 .0} 25 (241± 8 笥5.6) 

10 
(7f 18 3) 

l2SJ + 51 (14415土3 11218 g 12{8土7 15 6 14 {β1± 0 Z14 3} 箔( 28 包主 354 .η 6 (9l土l Z9 g 

検 体 怨渇 + 161(13711土8 2ln 1.9} 16 (畑土9 1U .S 
17 
(白土13 a調a 

却
(25沼± 42 Q 

6 
( 6土8 1.5) 

制措 + U1 (14815土1 15a3 心 8 (91土0 110 .2 19 (盟2主1 a16 g 24 (191土6 417 心 4 ( 5土 l5) 

名 称
制 Uを

M壱 0.01 &¥ 0.5 AF2 0.01 A陀 0.1 制却
陽 必要と 温度(周/升Fト)

しないも

コ之ト住 の
745{明71主4 71142 0 加4(;潤m土 おal的 la(18218土4 18L1 a 首4(819m土 日問，.8) gm(281728土12 お14376.6) 

名 称
対 s.<Mixを

創A1 泊A2 泊A10 泊A0.5 制A2 
必要と 温度 (111/プレート}

照 するもの

コ之 ω(初 842土 '鉱m却 却8ig+ 却15.1a 問(!初筋土 制5L5 l) 認2(:m泊土8 31&12 @ お(241お土4 2241.2 8) ( 186 
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